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(57) Abstract 

A process and device for determining biological activities 
in a sample, for instance a blood sample, is proposed in which 
there is a sealable vessel which contains a nutritive solution and 
serves to hold the sample, with devices which, in the presence of 
micro-organisms in the sample, facilitate metabolic processes 
during which the concentration of the substances transformable 
by the metabolism alters. In order to detect the changes in con- 
centration there are optodes (3a, 3b, 3c) in contact with the sam- 
ple and an exciting and detection device (8) allocated to the op- 
todes to which is connected an assessment device (15) to deter- 
mine the change in the concentration of the substances over time. 

(57) Zusammenfassung 
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Es wird ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Feststel- 
lung biologischer Aktivitaten in einer Probe, beispielsweise in ei- 8 j; 

ner Blutprobe, vorgeschlagen, wobei ein verschliefibarer Behalter 
vorgesehen ist, welcher eine Nahrlosung enthalt und zur Aufnahme der Probe dient, wobei Einrichtungen vorgesehen sind, die 
bei vorhegen von Mikroorganismen in der Probe metabolische Prozesse ermoglichen, wobei sich die Konzentration der durch'den 
Metabohsmus umsetzbaren Stoffe andert. Zur Erfassung der Konzentrationsanderungen sind direkt mit der Probe in Kontakt ste- 
hende Optoden (3a, 3b, 3c) sowie eine den Optoden zugeordnete Anregungs- und Detektionseinrichtung (8) vorgesehen, mit wel- 
cher eine Auswerteeinrichtung (15) zur Feststellung der zeitlichen Anderung der Konzentration der Stoffe verbunden ist. 
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Verfahren zur Feststellung biologischer Aktivitaten in einer 
Probe und Vorrichtung zur Durchf iihrung des Verfahrens 

Erfindung betrifft ein Verfahren zur Feststellung biologischer 
Aktivitaten in einer Probe, wobei die Probe und eine Nahrlb- 
sung in einen verschl ieftbaren Behalter gefullt und Bedingungen 
ausgesetzt werden, welche bei Vorliegen von Mikroorganismen in 
der Probe metabolische Prozesse ermoglichen, wobei die Konzen- 
tration von Ausgangss tof f en vermindert und jene von Stoffwech- 
selprodukten erhbht wird und eine Vorrichtung zur Durchfiihrung 
des Verfahrens . 

Fur viele Anwendungsgebie te ist es wichtig, rasch feststellen 
zu kbnnen, ob eine Probe mit Mikroorganismen, beispielsweise 
mit Bakterien, kontaminiert ist, wobei hier vor allem der me- 
dizinische Bereich, die pharmazeu t ische Industrie, die Lebens- 
mi ttel industrie sowie der Umweltschutz zu nennen ware. Der Be- 
griff "Probe" soli hier sehr umfassend gedeutet werden und vor 
allem folgende Substanzen beinhalten: Festes und fliissiges 
biologisches Material <z.B. Blut), Lebensmi t telproben , wie 
Tiefkiihlkost und Konserven, Verpackungsmater ial , klinische In- 
strumente und Laborgerate bzw. von deren Oberflachen entnom- 
mene Proben , medizinisches Gerat, Hilfs- und Verbandss tof f e 
sowie Erdproben und Wasserproben , insbesondere Tr inkwasserpro- 
ben . 

Seit langem sind rein manuelle Methoden bekannt , bei welchen 
die zu untersuchende Probe einem Kulturgefa(3 mit einer Nahr lb- 
sung zugesetzt wird, wobei dann in bestimmten Abstanden rein 
visuell das Wachstum der Kultur beobachtet wird, urn daraus auf 
die Art oder das Vorhandensein eines Mi kroorgani smus zu 
schl iepen . 



Es sind auch bereits einige technische Verfahren bzw. Vorrich- 
tungen bekannt, mit welchen die von Mikroorganismen verursach- 
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ten biologischen Aktivitaten in einer Probe festgestellt wer- 
den konnen, wobei z.B. das durch den Metabolismus der Mi- 
kroorganismen entstehende C0 2 , bzw. die Xnderung des 
C0 2 -Gehal tes als Mepwert fiir die Bestimmung der biologischen 
Aktivitat herangezogen wird. 

So ist es beispielsweise bekannt, die zu untersuchende Probe 
zusammen mit einer radioaktiv markierten Nahrlosung in einen 
Behalter einzuschl iepen und die sich iiber der Nahrlosung be- 
findliche Atmosphare auf das Vorhandensein radioaktiver Gase 
zu untersuchen, woraus auf Mikroorganismen in der Probe ge- 
schlossen werden kann . 

Mef3systeme dieser Art sind beispielsweise aus der 
US-PS 3 676 679 oder 3 935 073 bekannt. Obwohl solche Mepsy- 
steme rasch und zuverlassig arbeiten, haben sie den Nachteil, 
dap radioaktive Substanzen gehandhabt werden miissen und es 
notwendig ist, kontinuierlich Proben aus dem Gasraum iiber der 
Nahrlosung zu entnehmen und zu vermessen. Bei der Entnahme der 
Proben aus dem Gasraum kann es durch das Entnahmeorgan leicht 
zu Kontaminat ionen der iibrigen zu vermessenden Proben kommen, 
wodurch es leicht zu Falschaussagen kommen kann. 

Aus der EP-A 0 158 497 ist es weiters bekannt, die biologische 
Aktivitat einer Probe mit Hilfe der Inf rarot-Absorpt ion zu be- 
stimmen. Dabei wird einem geschlossenen Behalter, welcher eine 
Nahrlosung enthalt, eine Probe zugesetzt, welche auf das Vor- 
liegen von Mikroorganismen untersucht wird, Der Behalter wird 
dann bestimmten Bedingungen ausgesetzt, insbesondere werden 
bestimmte Temperaturen iiber festgelegte Zeitraume eingehalten, 
welche den Metabolismus der Mikroorganismen ermbglichen, wobei 
im Gasraum iiber der Nahrlosung unter Umwandlung der 
Kohlenstof f quel le C0 2 gebildet wird. Aus dem Gasraum wird dann 
eine Probe entnommen und einer Mepzelle zugefiihrt , wo mittels 
Inf rarot-Absorption der C0 2 -Gehalt gemessen wird. Auch hier 
besteht das Problem der Kontaminat ion nachf olgender Proben, 
wobei als weiterer Nachteil anzufiihren ist, dap die In- 
f rarot-Absorpt ionsmessung weniger sensitiv ist als die Mepme- 
thode mit radioaktiver Markierung. 

Um das Problem der Kreuzkontaminat ion zu vermeiden, wird in 
•der EP-A 0 104 463 ein Verfahren sowie eine Vorrichtung der 
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eingangs genannten Art vorgeschl agen , welche ebenfalls auf den 
Basis der Inf rarot-Absorp t ionsmessung des durch metabolische 
Prozesse entstehenden CO^ beruht. Dabei erfolgt jedoch keine 
Probennahme, sondern Inf rarot s trahlung wird direkt durch die 
Behalterwand in den Gasraum iiber der Nahrlosung geleitet und 
deren Absorption gemessen. Durch diese ni cht invas ive Mepme- 
thode kbnnen zwar Kreuzkontaminat ionen weitgehend ausgeschlos- 
sen werden; nachteilig bei dieser Methode ist jedoch die nach 
wie vor geringere Sensitivitat gegeniiber radiome tr i schen Ver- 
fahren, sowie die Tatsache, da(3 das Mepergebnis durch andere 
Gaskomponenten , welche im gleichen Frequenzband wie C0 2 absor- 
bieren, verfalscht wird. Als Beispiel waren hier vor alletn die 
Absorpt i onsbanden von Wassers tof f dampf zu nennen . Die verwen- 
deten Probenbehal ter miissen in einem relativ engen Frequenzbe- 
reich durchlassig sein, soda(3 nur bestimmte Behal termater ia- 
lien in Frage kommen . Ein zusatzlicher Nachteil besteht darin, 
dap die Erzeugung bzw. Filterung der benotigten Inf rarot s trah- 
lung relativ aufwendig und teuer ist. 

Aufgabe der Erfindung ist es , ein Verfahren bzw. eine Vorrich- 
tung zur Feststellung biologischer Aktivitaten in einer Probe 
vorzuschlagen, welches zumindest dieselbe Sensitivitat wie ra- 
diometrische Verfahren aufweist, wobei es wiinschenswer t ist, 
nahere Angaben iiber die Art der Mikroorgani smen zu gewinnen 
und Kreuzkontaminat ionen zu vermeiden sowie ein billiges, ein- 
f aches Mepverfahren zu realisieren. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemap dadurch gelost, dap die 
Konzentrat ion zumindest eines durch metabolische Prozesse um- 
setzbaren (gewonnenen oder verbrauchten ) Stoffes kontinuier- 
lich gemessen wird und bei Anderung der Konzentrat ion urn einen 
vorgebbaren Schwellwert die Konzentrat ionsanderung zumindest 
eines weiteren Stoffes gemessen wird, wobei mittels Optoden, 
welche in direktem Kontakt mi t den zu messenden Stoffen stehen 
ein Mepsignal erzeugt wird, aus dessen zeitlicher Anderung auf 
das Vorliegen von Mikroorgani smen geschlossen wird. Die in 
Massenf er t igung billig hers tel lbaren optischen Sensoren 
(Optoden), welche mi t der zu messenden Substanz in direktem 
Kontakt stehen, ermoglichen kont inuierl iche Messungen in abge- 
schlossenen Systemen, wobei fiir jede Probe neue Optoden ver- 
wendet werden und so Kreuzkontaminat ionen ausgeschlossen wer- 
den. Beispielsweise kann im Minimalfall bereits ein Zwei- 
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fach-Sensor (Bisensor) ausreichen, urn anhand der relativen An- 
derungen der Konzen trat ionen der erfapten Stoffe gegemiber den 
Ausgangskonzentrationen eine Aussage uber die Art der Mikroor- 
ganismen zu tref f en . 

Erf indungsgemap ist vorgesehen, dap die Konzentration zumin- 
dest zweier Stoffe aus der Gruppe C0 2 , 0 2 , H^ipH), NH^ , H 2 S 
und H 2 gemessen wird, wobei die Indikatorsubstanz der Optoden 
auf eine Anderung der Konzentration der Stoffe mit einer Ande-* 
rung ihres Lumineszenz- , Absorptions- Oder Reflexions- 
verhaltens reagiert, bzw. dap die Konzentration zumindest 
zweier Stoffe aus der Gruppe C0 2 , 0 2 , H*(pH) und gemessen 
wird, wobei die Indikatorsubstanz der Optoden auf eine Ande- 
rung der Konzentration der Stoffe mit einer Anderung der 
Lumineszenzabkl ingzei t der emi 1 1 ierten Lumineszenzst rah lung 
reagiert. Es konnen somit alle, in me tabol i schen Prozessen 
eine wesentliche Rolle spielenden Stoffe durch zumindest ein 
optisches Mepprinzip erf apt werden. 

Insbesondere ist entsprechend der Erfindung bei der Messung 
von z.B. Blutproben vorgesehen, dap die C0 2 -Konzentrat ion kon- 
tinuierlich gemessen und dap nach deren Anstieg urn 0 f l bis 10% 
liber einen minimalen Wert die Anderung der 0 2 -Konzentrat ion 
und die Anderung des pH-Wertes bestimmt wird. 

Es ist entsprechend der Erfindung auch moglich, die 
0 2 -Konzentrat ion kont inuier 1 ich zu messen und nach deren Ab- 
fall um 0,1 bis 10% von einem maximalen Wert die Anderung der 
C0 2 -Konzentration und die Anderung des pH-Wertes zu bestimmen. 
Das hat den Vorteil, dap bei der 0 2 -Konzentrat ion bereits zu 
frliheren Zeitpunkten signifikante Anderungen mepbar sind. 

Entsprechend der untens tehenden Tabelle kann dabei nach einer 
Anderung der C0 2 -Konzentration um 0,1 bis 10% auperst rasch 
eine Entscheidungshi If e bei der Beurteilung der in Frage kom- 
menden Bakter ienstamme angeboten werden, wobei zumindest eine 
Einschrankung auf wenige Spezies mbglich ist. 
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Enterobak ter iaceae 
Pseudomonas Spezies 
Acinetobacter Spezies 
Bakteroide Spezies 
Staphylokokkus 
Staphylokokkus epidermidis 
Streptokokkus f aecal i s 
Streptokokkus pyogenes 
Streptokokkus pneumoniae 
Candida albicans 
Chlostridium perfringens 
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Fur die Anderung der 0 2 -Konzentrat ion bedeutet schwach 
fallend (4) eine Anderung im Bereich von 3 bis 21% des Aus- 
gangs- bzw. Maximalwer tes und stark fallend (44) eine Anderung 
liber 21%. Bei der pH-Anderung liegt die Grenze zwischen 
schwach fallendem (4) und stark fallendem (44) pH-Vfert bei 
0,15% des Ausgangswer tes , 

Beispiel sweise kann bei schwach fallender 0 2 -Konzen trat ion 
und schwach fallendem pH-Wert (zu sauren Werten) auf das Vor- 
liegen von Enterobakter ien oder auf das Vorhandensein von Sta- 
phylokokkus epidermidis geschlossen werden. 

Erf indungsgemap kann zusatzlich die Gramfarbung der Probe auf 
bekannte Art festgestellt werden, wobei bei negativer Gramfar- 
bung auf Enterobakter ien und bei positiver Gramfarbung auf 
Staphylokokkus epidermidis geschlossen wird, 

Weiters lassen sich durch die in der Tabelle vermerkten Ande- 
rungen der 0 2 -Konzentrat ion und des pH-Wertes die angefiihrten 
Spezies un terscheiden . 

Fur einfache Anwendungsf al le bzw. wenn die Art des Mikroorga- 
nismus bekannt ist oder durch andere Verfahren bestimmt wird, 
ist erf indungsgemap vorgesehen, dap die C0 2 -Konzentrat ion mit- 
tels eines im Behalter angeordneten , von aupen mit Anregungs- 
strahlung versorgten C0 2 -sens i t i ven Fluoreszenz-Sensor gemes- 
sen wird, sowie dap aus der zeitlichen Anderung des vom Fluo- 
reszenz-Sensor emittierten Signals auf das Vorliegen von Mi- 
kroorganismen geschlossen wird. 
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Welters ist im Rahmen dieser Erfindung vorgesehen, dap in 
einen verschl iepbaren Behalter eine eine Kohlen- 
s tof f-Verbindung enthaltende Nahrlbsung gefiillt wird, dap der 
Nahrlbsung ein auf die Anderung des CO a -Gehaltes mit einer An- 
derung des Fluoreszenzverhal tens reagierender Fluoreszenzindi- 
kator zugesetzt wird, dap in den Behalter eine Blutprobe ein- 
gebracht wird, wobei bei Vorliegen von Mikroorganismen in der 
Probe metabolische Prozesse ermoglicht werden, bei welchen CO z 
produziert wird, dap der Inhalt des Behalters mit Anre- 
gungss trahlung beaufschlagt und die vom Fluoreszenzindikator 
emittierte Strahlung gemessen wird, wobei aus einer Anderung 
des Fluoreszenzverhal tens auf das Vorliegen von Mikroorganis- 
men geschlossen wird. Zum Beispiel kbnnen aus der DE- 
A 23 60 384 bekannt gewordene Indikatorkapseln bzw. indikator- 
haltige Mikrokapseln y deren Kapselwande beispielsweise aus po- 
lymerisierten hydrophilen Monomeren bestehen und Durchmesser 
von 20 - 200 nm aufweisen, zugesetzt werden. 

Eine erf indungsgemape Vorrichtung zur Feststellung biolo- 
gischer Aktivitaten in einer Probe, wobei ein verschl iepbarer 
Behalter vorgesehen ist, welcher eine Nahrlbsung enthalt und 
zur Aufnahme der Probe dient, wobei Einr ichtungen vorgesehen 
sind, die bei Vorliegen von Mikroorganismen in der Probe meta- 
bolische Prozesse ermbglichen, ist dadurch gegeben, dap meh- 
rere Optoden zur gleichzei t igen Bestimmung mehrerer durch den 
metabol ischen Prozep in deren Konzentrat ion veranderbarer 
Stoffe vorgesehen sind, sowie dap eine jeder Optode zuge- 
ordnete Anregungs- und Detekt ionseinr ichtung vorgesehen ist, 
mit welcher eine Auswerteeinr ichtung zur Feststellung der 
zeit lichen Anderung der Konzentrat ion der Stoffe verbunden 
ist. Dabei sind unterschiedl iche Kombinat ionen von jeweils 
zwei Optoden (z.B. 0 2 und pH) zu einem Bisensor Oder von je- 
weils drei Optoden (C0 2 , 0 2 und pH) zu einem Trisensor von 
Vorteil . 

Erf indungsgemap sind Optoden zur selektiven Erfassung zumin- 
dest zweier im me tabol ischen Prozep als Ausgangs-, Zwischen- 
oder Endprodukt vorliegender Stoffe aus der Gruppe C0 2 , 0 2 , 
H 2 , HMpH), NtU~ und H 2 S, vorhanden . 

Dabei kann die Anregungs- und Detekt ionseinrichtung eine 
Lichtquelle und einen Detektor sowie einen vorzugsweise zwei- 
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armigen Lichtleiter zur Zufuhr der Anregungss trahlung zur Op- 
tode bzw* den Optoden und zur Abfuhr des optischen Signals zum 
Detek tor auf wei sen . 

Eine vorteilhafte Ausges tal tung der Erfindung sieht vor , dap 
die Optoden zu einem Multilayer-Sensor zusammengef apt sind. 

In einer einfachen Ausf uhrungsvar iante sind die Optoden an der 
Innenwand eines optisch durchlassigen Behalters fixiert und 
iiber deren direkt an die Aupenwand des Behalters heranf iihrbare 
Anregungs- und Detekt ionseinr i chtung mit der Auswer- 
teeinr ichtung verbunden. Die in gropen Stuckzahlen bereits 
sehr billig hers tel Ibaren Optoden kbnnen bei dieser Aus- 
f uhrungsvariante dirket auf die Innenwand des Probenbehal ters 
aufgeklebt werden, welcher bereits mit Nahrlosung gefiillt und 
versiegelt gelagert werden kann . Nach Zugabe der Probe, bei- 
spielsweise einer Blutprobe, wird der Behalter die fur das 
Wachstum der Kultur notwendige Zeit thermostat isiert und ggf. 
geschiittelt, wonach die Konzen trat i on des durch metabolische 
Prozesse umsetzbaren Stoffes bei spiel swei se iiber einen an die 
Aupenwand des Behalters heranf uhrbaren optischen Lichtleiter 
gemessen wird. 

Erf indungsgemap kbnnen zumindest die Optoden im Gasraum des 
zumindest teilweise optisch durchlassigen Behalters iiber der 
mit der Probe versetz ten Nahrlosung angeordnet sein und die 
Anderung der Konzentrat ion zumindest eines gasformigen Meta- 
boliten messen. 

Wei ters ist es gemap einer weiteren Ausf uhrungsvar iante auch 
vorgesehen, dap die Optoden an einem den Behalter verschlie- 
penden , optisch durchlassigen Stbpsel angeordnet sind. 

Es ist bei dieser Methode jedoch auch mbglich, dap die Optoden 
in einem von der mit der Probe versetzten Nahrlosung bedeckten 
Bereich des Behalters, ggf. am Boden des Behalters, angeordnet 
sind und die Anderung der Konzen trat ion zumindest eines Stof- 
fes in der Nahrlosung messen. Letztere Anordnung zeichnet sich 
dadurch aus, dap der Metabolit praktisch am Orte seines Ent- 
stehens gemessen wird, wodurch die Aussage ob eine Kultur po- 
sit iv oder negativ ist, viel rascher getroffen werden kann. 
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Eine besonders vorteilhafte Ausges tal tung der Erfindung sieht 
vor", dap eine Einrichtung zur Thermostat is ierung der Probe 
vorgesehen ist, in welcher in markierten Posit ionen mehrere 
Behalter gleichzeitig angeordnet sind, wobei jedem der Behal- 
ter eine Anregungs- und Detekt ionseinr ichtung zugeordnet ist, 
welche die in jedem Behalter angeordneten Optoden mit Anre- 
gungsstrahlung versorgt und das resul t ierende optische Signal 
detektiert, sowie dap die Signale der Detekt ionseinr ichtung 
samt einera Posi t ionserkennungss ignal der Auswerteeinr ichtung 
zufiihrbar sind. Die Thermos tat isiereinrichtung kann als ther- 
mos tat is ier bare Tragerplatte beispielsweise schachbret tar t ig 
ausgebildet sein, wodurch eine grope Anzahl von Kulturbehal- 
tern, beispielsweise bis zu 600 Stuck, gleichzeitig vermessen 
werden kann. Vortei lhaf terwei se ist gegemiber herkomml ichen 
Geraten dieser Art nach dem Einbringen der Probe in die ein- 
zelnen Behalter keinerlei Handhabung mehr notwendig, da Brut- 
vorgang und kont inuier liche Messung in einem Gerat vollkommen 
automatisch erfolgen. Durch die kont inuier 1 iche Messung ist im 
Gegensatz zu herkomml ichen Mepverf ahren , wo die einzelnen Kul- 
turgefape handisch ein- bis zweimal am Tag in eine Auswerte- 
einheit eingesetzt werden, verzbgerungsf rei der Zeitpunkt 
f eststellbar , ab wann eine Kultur positiy wird. Ab diesem 
Zeitpunkt konnen weitere im Stoffwechsel involvierte Stoffe 
optisch gemessen und die Art der Mikroorganismen bestimmt wer- 
den. Es steht somit ein hochsens i t ives automat i sches Mepver- 
fahren zur Verfiigung, mit welchem nichtinvasive, konti- 
nuierliche Messungen moglich sind. Die Auswer teeinhei t kann 
entweder selbst einen Mikrocomputer beinhalten, welcher den 
Status der einzelnen Behalter anzeigt Oder uber ein Interface 
mit einem Computer verbunden sein. 

Eine andere Ausf iihrungsvar iante der Erfindung sieht vor, dap 
eine Einrichtung zur Thermostat is ierung der Probe vorgesehen 
ist, welche mehrere Behalter gleichzeitig aufnimmt, sowie dap 
ein Zufiihrmechanismus Oder Probenwechsler vorgesehen ist, wel- 
cher die einzelnen Behalter automatisch einem Mepplatz zu- 
fuhrt, in welchem die in jedem Behalter angeordneten Optoden 
mit der Anregungs- und Detekt ionseinr ichtung in optischen Kon- 
takt treten. Wahrend die oben beschriebene Ausf iihrungsvar iante 
ganzlich ohne bewegliche Teile auskommt, beinhaltet diese Va- 
riante einen Probenwechsler herkomml icher Art, welcher die 
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einzelnen Proben automatisch einem Mepplatz zufiihrt . Der Vor- 
teil dieser Anordnung besteht darin, dap der elektronische 
bzw. elektroopt ische Aufwand der Anordnung geringer gehalten 
werden kann . 

Des weiteren ist es er f indungsgemap moglich, dap die Optoden 
an der Spitze einer in den Behalter einftihrbaren Sonde befe- 
stigbar sind, welche Sonde Licht lei teinr ichtungen der Anre- 
gungs- und Detekt ionseinr ichtung aufnimmt . Beispielsweise kann 
die Sonde durch eine mit einem Septum verschlossene Offnung 
des Behalters in die mit der Probe versetzte Nahrlosung Oder 
in den Gasraum dariiber eingebracht werden, 

Eine weitere Ausf iihrungsvar iante der Erfindung sieht vor, dap 
der Behalter mit einem Septum verschlossen ist, welches von 
der Hohlnadel eines Probennahmegef apes (Vacutainer) durch- 
stechbar ist, wobei die Optoden im Probennahmegef ap angeordnet 
sind und nach dem Einbringen der Probe in den die Nahrlosung 
enthaltenden Behalter iiber die Hohlnadel des Probennahmege- 
fapes eine S tromungsverbindung vom Gasraum des Behalters zu 
den Optoden besteht. Das Probennahmegef ap kann beispielsweise 
als evakuiertes Gefap ausgefiihrt sein, an dessen Innenwand 
eine C0 2 ~ und eine 0 3 -Optode fixiert sind. Die Probe, bei- 
spielsweise Blut, wird durch das anliegende Vakuum in den Be- 
halter gesogen. Mit der Nadel wird dann das Septum des Behal- 
ters mit der Nahrlosung durchstochen , wobei das Blut in das 
Kulturgefap eingebracht wird. liber die Hohlnadel gelangen nun 
C0 2 und 0 2 aus dem Gasraum iiber der Nahrlosung zum Sensor, wo 
sie gemessen werden. Kul turbehal ter und Probennahmegef ap sind 
vorzugsweise als Einwegar t ikel konzipiert, welche nach Verwen- 
dung weggeworfen werden. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Zeichnungen naher 
erlautert. Es zeigen: 

Figur 1 eine erf indungsgemape Vorrichtung in schemat ischer 
Dars tel lung , 

Figuren 2a, 2b, 3 und 4 Ausf iihrungsvar ianten der Vorrichtung 
nach Fig. 1, 

Figur 5 eine automatisch messende Ausf iihrungsvar iante zur 
gleichzei t igen Messung mehrerer Behalter, 
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Figur 6 und 7 Ausf uhrungsvar ianten nach Fig. 5 im Detail, 
sowie 

Figur 8 bis 10 Diagramme von Mepkurven . 

Die in Fig. 1 dargestellte Vorrichtung zur Feststellung biolo- 
gischer Aktivitaten in einer Probe, weist einen ver- 
schliepbaren , optisch durchlassigen Behalter 1 auf , an dessen 
Innenwand 2 eine Optode 3, beispielsweise mit einer optisch 
durchlassigen Kleberschicht 4, befestigt ist. 

Anstelle einer einzelnen Optode 3 fur eine zu messende Sub- 
stanz konnen auch zwei oder mehrere Optoden 3a, 3b und 3c zu 
einem Mul t i 1 ayer-Sensor zusammengef ap t sein, sodap gleichzei- 
tig, beispielsweise die Konzentrat ionsanderungen von 0 2 und 
CO- sowie die Snderung des pH-Wertes festgestellt werden kon- 
nen. Die einzelnen Optoden 3a, bis 3c bzw. deren Indikatorsub- 
stanzen konnen auch schichtweise ubereinander angeordnet oder 
in einer Polyraermembran homogen verteilt eingebettet sein. Die 
Kombination einer C0 2 - und einer 0 2 -Optode zu seinem Sensor 
ist beispielsweise aus der EP-A 105 870 bekannt geworden. 

Anstelle der in den folgenden Ausf uhrungsvar ianten mit 3 be- 
zeichneten Optode konnen Optoden zur Messung von 0 2 , C0 2 , 
(pH) , NH*+, H 2 S und H 2 , bzw. eine fur die jeweilige Mepsi- 
tuation erf order 1 iche Kombination dieser Optoden angeordnet 
sein. 

Im Behalter 1 befindet sich die Nahrlosung 5 mit z.B. einer 
Kohlenstof f verbindung (Glucose), welche durch metabolische 
Prozesse von in der Probe vorliegenden Mikroorganismen in ein 
Stof fwechselprodukt , beispielsweise in C0 2 umgewandelt wird, 
wobei gleichzeitig z.B. 0 2 verbraucht wird und sich der 
pH-Wert andert. Dadurch andert sich im Gasraum 6 liber der 
Nahrlosung 5, sowie in der Nahrlosung selbst die Konzentrat ion 
des Stof fwechselproduktes und der Ausgangsstof f e , welche mit 
den Optoden 3a, 3b, 3c, welche in Fig. 1 am Boden 7 des Behal- 
ters 1 angeordnet sind, gemessen wird. Die Anregungs- und 
Detekt ionseinr ichtung 8 besteht aus einer Lichtquelle 9, einem 
Detektor 11 sowie einem zweiarmigen Lichtleiter 10, dessen ei- 
ner Arm mit der Lichtquelle und dessen anderer Arm mit dem 
Detektor 11 in Verbindung steht. Das Ende 12 des Lichtieiters 
liegt direkt an der Aupenwand 13 des Behalters an und versorgt 
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die Optoden 3a, 3D, 3c durch die optisch durchlassige Behal- 
terwand mit Anregungss trahlung und empfangt gleichzeitig das 
optische Signal, beispielsweise die von den Optoden emittierte 
Fluoreszenzs t rah lung . 

Durch entsprechende Fi 1 tereinr i chtungen 31, beispielsweise ein 
Filterrad, vor dem Detektor 11 Kann dafiir gesorgt werden , da(3 
die entsprechenden Signale den jeweiligen Optoden 3a, 3b, 3c 
zugeordnet werden kbnnen. 

Die Detektors ignale werden iiber eine Leitung 14 einer Auswer- 
teeinr i chtung 15 zugefiihrt , in welcher die zeitliche Xnderung 
beispielsweise des C0 2 -Gehaltes festgestellt und der Status 
der Probe Uber ein Display 16 angezeigt wird. 

Die fur den Ablauf der me tabo 1 i schen Prozesse notwendigen Be- 
dingungen im Behalter werden mit Hilfe der Einrichtung 17 auf- 
recht erhalten, wobei die Einrichtung 17 vor allem fur die 
richtige Thermostatisierung der Probe verantwort 1 ich ist und 
iiber eine Steuer lei tung 18 mit der Auswer teeinrichtung 15 ver- 
bunden ist. 

Anstelle der Einrichtung 17 kann in Fig. 1 und alien folgenden 
Ausf uhrungsvarianten auch eine Luftheizung zur Thermostatisie- 
rung der Proben verwendet werden. 

Die in Fig. 2a dargestellte Ausf uhrungsvar iante unterscheidet 
sich von jener nach Fig. 1 nur dadurch, da(3 die Optode 3 im 
Gasraum 6 des Behalters 1 angeordnet ist und nur gasformige 
Metaboliten gemessen werden kbnnen. Die Thermostatisierung er- 
foigt hier iiber den Boden 7 des Behalters 1. Entsprechend ei- 
ner Ausf uhrungsvar iante nach Fig. 2b kann die Optode 3, bzw. 
Optoden 3a, 3b, an einem den Behalter 1 verschl iependen Stop- 
sel 1' angeordnet sein. Der Lichtleiter 10 kann dabei durch 
den Stopsel durchgefuhrt , bzw., wie aus Fig. 2b ersichtlich, 
von aupen an einen optisch durchlass igen Stopsel 1' herange- 
fiihrt sein. 

Bei einer weiteren, in Fig. 3 dargestel 1 ten Ausfiih- 
rungsvar iante ist die Optode 3 an der Spitze einer Sonde 19 
befestigt, welche das Ende des zweiarmigen Lichtleiters 10 
auf nimmt . Die Sonde 19 wird durch die mit einem Septum 20 ver- 
schlossene Offnung 21 des Behalters 1 in diesen eingefiihrt und 
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kann entlang des Pfeiles 22 axial verschoben werden, sodap 
Messungen sowohl im Gasraum 6 als auch in der Nahrlosung 5 
mbglich sind. 

Bei der in Fig. 4 dargestel 1 ten Ausf uhrungsvar iante ist die 
Optode 3, beispielsweise zur Messung von 0 2 und C0 2 nicht im 
Behalter 1 sondern in einem Probennahmegef ap 23 angeordnet . 
Zur Einbringung der Probe in den Kul turbehal ter wird das Sep- 
tum 20 des Behalters 1 von der Hohlnadel 24 des Probennahmege- 
fa(3es 23 durchs tochen , wodurch die Probe in die Nahrlosung ge- 
langt. Ober die Hohlnadel 24 kommt es dann zu einem Gasaus- 
tausch zwischen Gasraum 6 und Innenraum 25 des Probennahmege- 
fa(3es 23, wodurch die Anderung der Konzentrat ion von C0 2 und 
0 2 mittels der hier nicht weiter dargestell ten Anregungs- und 
Detekt ionseinrichtung 8 erfapbar ist. 

Eine besonders vorteilhafte Ausf uhrungsvar iante ist in Fig. 5 
dargestellt, wo auf einer als thermostat i s ierbare Tragerplatte 
ausgefiihrte Einrichtung 26 mehrere Behalter 1 gleichzeitig in 
markierten Positionen aufgenommen werden kbnnen . Die Behal- 
ter 1 sind in mehreren Reihen angeordnet, sodap gleichzeitig 
bis zu 600 Behalter thermostat isiert und kont inuierlich ver- 
messen werden kbnnen . Jedem Behalter ist ein in der Trager- 
platte 26 angeordneter zweiarmiger Lichtleiter 10 zugeordnet , 
der die am Boden jedes Behalters 1 angeordneten Optoden 3a bis 
3c mit Anregungsstrahlung versorgt. Die entsprechenden opti- 
schen Signale werden den einzelnen Detektoren 11 zugefiihrt, 
welche mit der Auswer teeinr ichtung 15 liber Leitungen 14 ver- 
bunden sind. Zu den einzelnen Mepwerten wird der Auswerteein- 
heit 15 gleichzeitig ein Posi t ionserkennungssignal zugefiihrt, 
wodurch die einzelnen Mepwerte direkt der entsprechenden Probe 
zuordenbar sind. 

Eine Ausf uhrungsvar iante nach Fig. 6 sieht vor , dap jedem der 
einzelnen Behalter (1) eine direkt in der Tragerplatte 26 an- 
geordnete LED 27 sowie eine Photodiode 28 zugeordnet ist, wo- 
bei auch Fil terelemente vorgeschal tet sein kbnnen. Die Vor- 
richtung wird dadurch auperst kompakt und enthalt uberhaupt 
keine beweglichen Teile oder Licht lei teinr ichtungen . Die elek- 
trischen Anschliisse der LED 27 bzw. der Photodiode 28 sind 
mit 30 und 29 bezeichnet. 
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In Fig. 7 ist eine Ausfuhrungsvariante nach Fig. 6 darge- 
stellt, welche zwei zu einem Sensor zusammengef apte Optoden 3a 
und 3b aufweist (z.B. ein Bisensor zur glei chzei t igen Messung 
der 0 2 -Konzentrat ion und des pH-Wertes). Die Optoden werden 
iiber unterschiedl iche LEDs 27 und 27 1 angeregt und deren Emis- 
sionsstrahlung von einer gemeinsamen Photodiode 28 erf apt. Die 
entsprechenden elektrischen Anschlusse 29, 29' und 30 fuhren 
zur hier nicht darges tel 1 ten Auswerteeinhei t . Durch bekannte 
optische bzw, elektroni sche Einr ichtungen konnen die Signale 
der beiden Optoden getrennt werden. Andere Ausfiihrungen mit 
nur einer LED zur Anregung und mehreren Photodioden zur Signa- 
lerfassung liegen im Rahmender Erfindung. 

In den in den Fig. 8 bis 9 darges tel 1 ten Diagrammen von 
Me0beispielen sind auf der Abszisse jeweils die Zeit t bzw. 
einzelne Zeitpunkte T 0 bis T e aufgetragen und auf der Ordinate 
derpH-Wert, die Konzentrat ion K (bzw. der Partialdruck von 0 2 
und C0 2 ), sowie die Anzahl n der Bakterien bzw. Organismen pro 
Volumseinhei t < logari thmische Skala) . 

Fig. 8 zeigt die zeitliche Veranderung der Parameter 0 2 , C0 2 
und pH-Wert anhand einer Probe mit S t aphy lokokkus aureus. Zwi- 
schen T e und T s steigt die C0 2 -Konzentrat ion signifikant an 
und zeigt dami t eine positive Probe an, wonach zum Zeitpunkt 
T m die 0 2 -Konzentrat ion und der pH-Wert gemessen werden. Die 
stark fallende O z -Konzentration und der stark fallende pH-Wert 
deuten auf grampositive Staphy lokokkus aureus hin. 

Zum Unterschied dazu bleibt in Fig. 9 der pH-Wert im wesentli- 
chen unverandert, was entsprechend obenstehender Tabelle das 
Vorhandensein von Pseudomonas Spezies andeutet . Verwendet 
wurde hier eine Probe mit Pseudomonas aeruginosa. 

Die in Fig. 10 angefuhrten Mepwerte stammen von einer Probe, 
die Enterobakterien (E.coli) enthalt. 

Das vorliegende Verfahren bzw. die beschriebene Vorrichtung 
eignet sich hervorragend zur Feststellung biologischer Aktivi- 
tat in Proben, beispielsweise von Keimen in Blut, Bakte- 
riaemien, Sepsis oder Pyamien aber auch von Algen, Bakterien 
Oder anderen Keimen. 
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Durch das kont inuier liche , nicht invasive Monitoring kann eine 
vol lstandige Automat is ierung des Brut- und Mepvorganges fur 
eine grope Anzahl von Proben erreicht werden . Positive Kul- 
turen werden rasch erkannt, wodurch falsche Negat ivbef unde 
weitgehend vermieden werden konnen. 

Patentansprliche : 
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PATENTANSPRUCHE 



1. Verfahren zur Fes tstel lung biologischer Aktivitaten in ei- 
ner Probe, wobei die Probe und eine Nahrlosung in einen 
verschliepbaren Behalter gefiillt und Bedingungen ausge- 
setzt werden, welche bei Vorliegen von Mikroorganismen in 
der Probe metabolische Prozesse ermoglichen, wobei die 
Konzentrat ion von Ausgangss tof f en vermindert und jene von 
Stof f wechselprodukten erhbht wird, dadurch gekennzeichnet . 
dap die Konzentrat ion zumindest eines durch metabolische 
Prozesse umsetzbaren (gewonnenen oder verbrauchten ) Stof- 
fes kont inuier 1 i ch gemessen wird und bei Anderung der Kon- 
zentrat ion urn einen vorgebbaren Schwellwert die Konzentra- 
t ionsanderung zumindest eines weiteren Stoffes gemessen 
wird, wobei mittels Optoden, welche in direktem Kontakt 
mit den zu messenden Stoffen stehen, ein Mepsignal erzeugt 
wird, aus dessen zeitlicher Anderung auf das Vorliegen von 
Mikroorganismen geschlossen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dap die 
Konzentrat ion zumindest zweier Stoffe aus der Gruppe C0 2 , 
0 2 , H*(pH), NH^ , H 2 S und H 2 gemessen wird, wobei die In- 
dikatorsubs tanz der Optoden auf eine Anderung der Konzen- 
tration der Stoffe mit einer Anderung ihres Lumineszenz- , 
Absorptions- oder Ref lexionsverhal tens reagiert. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dap die 
Konzentrat ion zumindest zweier Stoffe aus der Gruppe C0 2 , 
0 2 , H"(pH) und NH^+ gemessen wird, wobei die Indikatorsub- 
stanz der Optoden auf eine Anderung der Konzentrat ion der 
Stoffe mit einer Anderung der Lumineszenzabkl ingzei t der 
emittierten Lumineszenzs trahlung reagiert. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dap die C0 2 -Konzentrat ion kont inuier 1 ich ge- 
messen und dap nach deren Anstieg urn 0,1 bis 10% iiber 
einen minimalen Wert die Anderung der 0 2 -Konzentrat ion und 
die Anderung des pH-Wertes bestimmt wird. 
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5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet , da|3 die 0 2 -Konzentrat ion kont inuierl ich ge- 
messen und dap nach deren Abfall um 0,1 bis 10 % von einem 
maximalen Wert die Anderung der C0 2 -Konzentrat ion und die 
Xnderung des pH-Wertes bestimmt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet , 
dap bei schwach fal lender 0 2 -Konzentration und einem 
schwachen Absinken des pH-Wertes auf das Vorliegen von En- 
terobakterien oder auf Staphylokokkus epidermidis ge- 
schlossen wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, 
dapbei stark fallender 0 2 -Konzentrat ion und stabilem 
pH-Wert auf das Vorliegen von Pseudomonas Spezies ge- 
schlossen wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, 
dap bei stark fallender O z -Konzentrat ion und schwach 
fallendem pH-Wert auf das Vorliegen von Acinetobacter Spe- 
zies geschlossen wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, 
dap bei unveranderter O s -Konzentrat ion und schwach fallen- 
dem pH-Wert auf bakteroide Spezies geschlossen wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, 
dap bei stark fallender 0 2 -Konzentration und stark fallen- 
dem pH-Wert auf Staphylokokkus aureus oder auf Streptokok- 
kus faecalis geschlossen wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, 
dap bei schwach fallender 0 2 -Konzentrat ion und stark 
fallendem pH-Wert auf das Vorliegen von Strep tokokkus pyo- 
genes, Streptokokkus pneumoniae oder Candida albicans ge- 
schlossen wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, 
dap bei gleichbleibender 0 2 -Konzentrat ion und stark 
fallendem pH-Wert auf das Vorliegen von Chios tridium per- 
fringens geschlossen wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dap zu- 
satzlich die Gramfarbung der Probe festgestellt wird und 



WO 90/13663 



17 



PCT/AT89/00110 



bei negativer Gramfarbung auf das Vorliegen von Enterobak- 
terien, bei positiver Gramfarbnung auf das Vorliegen von 
Staphy lokokkus epidermidis geschlossen wird. 

14. Verfahren zur Feststellung biologischer Aktivitaten in ei- 
ner Probe, wobei die Probe und eine Nahrlbsung in einen 
verschl iepbaren Behalter gefiillt und Bedingungen ausge- 
setzt werden, welche bei Vorliegen von Mikroorganismen in 
der Probe metabol ische Prozesse ermoglichen, wobei die 
C0 2 -Konzentration erhoht wird, dadurch gekennzeichnet , dap 
die CO^-Konzentrat ion mittels eines im Behalter angeordne- 
ten, von aupen mit Anregungsstrahlung versorgten 

. C0 2 -sensi tiven Fluoreszenz-Sensor gemessen wird, sowie dap 
aus der zeitlichen Anderung des vom Fluoreszenz-Sensor 
emittierten Signals auf das Vorliegen von Mikroorganismen 
geschlossen wird. 

15. Verfahren zur Feststellung biologischer Aktivitaten in ei- 
ner Blutprobe, dadurch gekennzeichnet, dap in einen ver- 
schliepbaren Behalter eine eine Kohlens tof f -Verbindung 
enthaltende Nahrlbsung gefiillt wird, dap der Nahrlbsung 
ein auf die Anderung des C0 2 ~Gehaltes mit einer Anderung 
des Fluoreszenzverhal tens reagierender Fluoreszenzindika- 
tor zugesetzt wird, dap in den Behalter eine Blutprobe 
eingebracht wird, wobei bei Vorliegen von Mikroorganismen 
in der Probe metabol ische Prozesse ermbglicht werden, bei 
welchen C0 2 produziert wird, dap der Inhalt des Behalters 
mit Anregungsstrahlung beaufschlagt und die vom 
Fluoreszenzindikator emittierte Strahlung gemessen wird, 
wobei aus einer Anderung des Fluoreszenzverhal tens auf das 
Vorliegen von Mikroorganismen geschlossen wird. 

16. Vorrichtung zur Feststellung biologischer Aktivitaten in 
einer Probe, wobei ein verschl iepbarer Behalter vorgesehen 
ist, welcher eine Nahrlbsung enthalt und zur Aufnahme der 
Probe dient, wobei Einr ichtungen vorgesehen sind, die bei 
Vorliegen von Mikroorganismen in der . Probe metabolische 
Prozesse ermoglichen, dadurch gekennzeichnet, dap mehrere 
Optoden (3a, 3b, 3c) zur gle i chzei t igen Bestimmung mehre- 
rer durch den met abol i schen Prozep in deren Konzentrat ion 
veranderbarer Stoffe vorgesehen sind, sowie dap eine jeder 
Optode (3a, 3b, 3c) zugeordnete Anregungs- und Detektions- 
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einrichtung (8) vorgesehen ist, mit welcher eine Auswerte- 
einrichtung (15) zur Feststellung der zeitlichen Xnderung 
der Konzentrat ion der Stoffe verbunden ist. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , dap 
Optoden (3a, 3b) zur selektiven Erfassung zumindest zweier 
im metabolischen Prozep als Ausgangs-, Zwischen- Oder End- 
produkt vorliegender Stoffe aus der Gruppe C0 2 , 0 2 , H 2 , 
HMpH), NH«^ und H 2 S vorhanden sind. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dap 
Optoden zur gleichzei tigen Bestimmung von C0 2 , 0 2 und 
H"(pH) vorhanden sind. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dap 
Optoden zur gleichzei t igen Bestimmung von C0 2 , NH^ und 
H^(pH) vorhanden sind. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dap 
Optoden zur gleichzeit igen Bestimmung von C0 2 , H 2 S und 
H~(pH) vorhanden sind. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 17 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, dap die Optoden zu einem Multilayer-Sensor 
zusammengef apt s ind . 

22. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dap 
die Optoden (3a, 3b) im Gasraum (6) des zumindest teil- 
weise optisch durchlass igen Behalters (1) iiber der mit der 
Probe versetzten Nahrlosung angeordnet sind und die Xnde- 
rung der Konzentrat ion zumindest eines gasformigen Meta- 
boliten messen. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dap 
die Optoden.. (3a, 3b) an einem den Behalter (1) ver- 
schliependen, optisch durchlassigen Stbpsel (1') angeord- 
net sind. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dap 
eine Einrichtung (26) zur Thermos tat isierung der Probe 
vorgesehen ist, in welcher in markierten Positionen meh- 
rere Behalter (1) gleichzeitig angeordnet sind, wobei je- 
dem der Behalter (1) eine Anregungs- und Detekti- 
onseinrichtung (8) zugeordnet ist, welche die in jedem Be- 
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halter (1) angeordneten Optoden (3a, 3b, 3c) mit Anre- 
gungss trahlung versorgt und das resul t ierende optische Si- 
gnal detektiert, sowie dap die Signale der Detekt ionse in- 
richtung samt einem Posit ionserkennungssignal der 
Auswerteeinr ichtung (15) zufiihrbar sind. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , dap 
eine Einrichtung (26) zur Thermos tat i s ierung der Probe 
vorgesehen ist, welche mehrere Behalter (1) gleichzeitig 
aufnimmt, sowie dap ein Zufiihrmechanismus Oder Proben- 
wechsler vorgesehen ist, welcher die einzelnen Behal- 
ter (1) automatisch einem Mepplatz zufuhrt, in welchem die 
in jedem Behalter (1) angeordneten Optoden (3a, 3b, 3c) 
mit der Anregungs- und Detekt ionseinrichtung (8) in opti- 
schen Kontakt treten. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dap 
die Optoden an der Spitze einer in den Behalter (1) ein- 
fiihrbaren Sonde (19) befestigbar sind, welche Sonde (19) 
Lichtlei teinr i chtungen (10) der Anregungs- und Detektions- 
einrichtung (8) aufnimmt. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dap 
die Sonde (19) durch eine mit einem Septum (20) verschlos- 
sene Offnung (21) des Behalters (1) in die mit der Probe 
versetzte Nahrlosung oder in den Gasraum (6) dariiber ein- 
bringbar ist. 

28. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dap 
der Behalter (1) mit einem Septum (20) verschlossen ist, 
welches von der Hohlnadel (24) eines Pro- 
bennahmegef apes (23) durchs techbar ist, wobei die Op- 
toden (3a, 3b, 3c) im Probennahmegef ap (23) angeordnet 
sind und nach dem Einbringen der Probe in den die Nahrlo- 
sung enthaltenden Behalter (1) liber die Hohlnadel (24) des 
Probennahmegef apes (23) eine Strbmungsverbindung vom Gas- 
raum (6) des Behalters (1) zu den Optoden (3a, 3b, 3c) be- 
steht . 
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